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coMPOsrrroN contenant pes actdes nucletoues. 

PREPARATION ET imUSATiONS 

La presente invention conceme des compositioins & base cTaddes nudHques, 
letxr pr§parBtion et leur utilisation. Plus particuli^remetxt, elle conrmie des 
5 compositions comprenant des addes nud&jues et des oligopqnides et leur utilisation 
en thdrapie g&nique, notamment pour le transfert d'addes niiclfiques. 

La therapie g6nique consiste i oorriger une defidence ou une anocmalitS 
(mutation, expression aberrante, etc) par introducdon d*une information ggn6tique 
' dans la cellule ou Toigane affect& Cette infoanation gfai&tique peut §tre introduite soit 

10 in vitco dans tme cellule extraite de I'organe, la cdhde modifife 6tant alo^ rSantioduite 
dans Torganisme, soit directement in vivo dans le tissu MppropaL Difteentes 
techniques ont it€ dteites poor le tr ansfe tt de oette znfonnatiQa g£n6tique» panni 
lesquelles des techniques diverses de transfection impliquant des complexes d'ADN et 
de DEAE-dextran (Pagano et aL, J.ViioL 1 (1967) 891)» cf ADN et de prot£ines 

15 nud^ires (Kaneda et ai:i Sdence 243 (1989) 375), d'ADN et de lipides (Fdgoer et aL, 
PNAS 84 (1987) 7413), I'emploi de liposomes (Fral^r et aL, J.BioLChem, 255 (1980) 
10431), etc. Plus r§cemment, Temploi de virus comme vecteurs pour le tcansfert de 
g&ies est apparu comme une alternative prometteuse i ces techniques phy^ques de 
transfection* A cet 6gard, diffSrents virus out tt€ test^ pour leur capacity i infecter 

20 certaines populations celliilaires. Ea particulier* les rStiavirus (RSV» HMS, MMS, 
etc), le virus HSV, les virus ad6no-assod&,et les ad^ovirus. 

Toutefbis, les techniques dfivdoppto jusqu'd piisent ne permettent pas de 
i^soudre de manite satisfaisante les ff?ff?c^'H^ lite au ttassfert de gfioes dans les 
celhiles el/ou rorganisme. Ea parficttlter, les picbbUmes life A la p6ateatiaa de fiadde 

25 nud&que dans les ceQuIes ne sont pas entitameat tisolus. Eh eSet» la nature 
pol3ranionique d^ addes xnid£iques pr6vieat leur passage i tiavecs les meoibcanes 
cdlulaires. Sil a 6t6 montr^ que les addes nuci&ques mis sont cq>aMes de t^ 
membrane plasmique ex vivo (voir notamment la demande n* WO90A1092), 
I'efficadt^ de transfectiOT reste assez faible. De plus, les addes nud&que nus ont une 

30 demi-vie plasmatique courte, en raison de leur degradation par les enzymes et de leur 
Elimination par les voies urinaires. Par ailleucs, si les virus recombinanis permettent 
tfameliorer Tefficadtfe de transfert des addes nud€iques, leur cmpld prfesente certains 
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risques tels que la pathogenicity, la transmission, la r§pHcation, la recombinaison* la 
transformation, etc. 

La pt^sente invention apporte une solution avantageuse k ces differents 
probl^mes. La demanderesse a en effet montti qu'il est posable de former des patres 
5 tfions entre des oligopeptides catioaiques particuliers et les groupemenls phosphates 
des acides nuc!6iques, et que les complexes ain^ fonn6s Boat stables, et sont capables 
de p6n£trer les cellules ou d'Btrt encapsul6s dans des vecteurs de transfert tds que des 
liposomes, des nanoparticules ou des lipoprotfiines de feible densit6 (LDL). avec des 
rendements dlev^s. 

10 Un premier objet de l*inveation rfeide done dans une compositioh comprenant 

un adde nucl&que et ua oligopeptide cationique capable de former des structures 
secondaires. Le terme structure secondaite d&igne les p^rtides capables d'adopter une 
conformation spadale particulito dans des conditions pl^dlogiques, par opposition 
aux peptides neprSsentam pas d'otganisationpaiticulitedeleursttiicturepriii^^ La 

15 structure secondaire pdut apparaitte soit dans certains solvants. soit ea solution 
aqueuse, soit apr^ complexation avec Tacide nudfiique. 

Plus particuli^rement, les oIig«^ptides utilises dans le cadre de IHavention 
sont capables de former des helices a ou des fteuillets p. 

La complexation dHm adde midSque avec une pclylysiqe a d^ft 6t6 dtoite 
20 dans Tart ant&ieur. Cependant. le taux de ocanidexation et la stability du complexe 
formfe avec la pol^ysme sont telativement fiaiMes, et ces complexes ne peoveat etre 
encapsulfes dans des vecteurs de transfert de fasoa sati s f aisa nt e (voir cxeaiples). Au 
contraire, les complexes selon Hnvention, qui impliquent des oligopeptides cationiques 
capables de fbrmer des structures secondaires (hffices a. feuillete p) pc&entent une 
25 stability 61evfc, peuvent dtre obtemis avec des ren d ements proches de 100%, et sont 
capables d*§tre cnci^jsuKs avec des ceodements aevfa dans des vecteurs de transfert 
Ces complexes constituent done des outils particuliarement avantageux pour le 
transfert tf addes nuciaques dans les cellules. Par aiUeurs, selon la nature du vecteur 
de transfert utilise, les compositions de Tinvention peuvent etre utilisfees sur des 
30 cellules extraites de I'organisme (ex vivo) en vue de leur r^dministration. ou 
directement in vivo. 
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Plus pardculidrement, ]es oligopeptides utilise dans le cadi« de la pr§sente 
invention rfepondent k la fonmile (AoAyAyAo)n ou {AQAyA^Ay)ix dans laquelle Aq' 
est xm adde amin6 hydrophobe, Ay est un acide aminS hydrophile, et n est tin nombre 
eiitt^ supintur ou egal d 4. La demanderesse a en effet monfrS que de tels 
5 oligopeptides sont capablesr une fois complexes aux addes nud^ues, de fonner des 
structum secondaires qui staUlisent fortement Ies£ 

Plus prd&entiellement, Tadde amtn6 hydrophobe est diotsi panni la ieudne» 
la valine, Tisoleudne et la {^^nylalanine; et Tadde anun6 hydrophile est dioisi panni la 
lysine, Targinine et IWstidine. 

10 La capadt§ des oUgqpeptides i fonner des structures secondaires peut etre 

v6nH6e par dxchroisnie drculaire ou en RMN, oooune indiqu£ dans les exemples. 

- Encore -plus 'pfeftoatieHe m ent,^i*^gq9eptide*-^sdm-*r iav e uti e^ choisi- 
panni les oligq>eptides de fonnule (LXKL}n« (LKLiOn, (LRRL)xu dans lesqueUes n 
. est ddfini comme pr6c6dedunent 

15 D*une mBidtre g6ntele, dans les oligopeptides de l^invendon, n peut varier 

entre 4 et 100, de pr§f6rence entre 10 et 50. La valeur de n est adapt^e par lliomme du 
metier en fonction de la longueur et de la nature de Tadde nud£ique, de la 
composition de Toligopeptide, de IVztilisation recherdite, eta 

POur obtenir un eSet opdntum des oompo^ons de Tinvention, les 
20 proportions respectbes de I'oligopeptide et de Tadde nud^ique sont de pcif &ence 
dStennin^ de socte que le rapport diaiges poshives de Foligopqitide / diarges 
negatives de Fadde nud,Sque soit £gal ou sup6rieur & 1 (ce rspport est d6dgn6 R dans 
les exemples). Ainsi, pits l*adde nudfique est long, phis le nomfara de charges 
positives appc^ par I'digopeptide daSt to fiertpour obtenir tm eSei maxinfwna 
25 Ced peut se traduire soit par httilisatioii d'oHgopeptides dans lesquds la valeur de n 
est plus 61ev6e, soit par IHitilisation de quantit£s plus 61evte <foligop^des, soit 
encore par les deux. 

Les oligopeptides utilises dans le cadre de la pr§sente inveation peuvent ^txe 
. pf€par§s par toute technique connue de lliomme du metier. Pr6f6rentiellement» ils sont 
30 synth6tises par voie chimique, au moyen d*un synth^dseur de peptides, en utilisant tout 
type de diimie connue de l^homme du metier (F-moc, T-boc, etc). Lorsque les valeurs 
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de n sonx elev^es, 0 est par ailleurs possible de synth6tiser les oligopeptides en 
plusietirs fragments qui sont ez&uite assembles. Par ailleizrSi selbn la technique de 
synth^ utiliste (par exemple en phase homog^e)» roligopeptide obtenu peut etre 
noiet'pas un conipos6 d€£iid, mm tm melange d*oIigopeptides ayant des longueurs 
5 difC&rentes centr^es autour d'une moyenne. Dans ce cas, la valeur de n de la focmule de 
llnvention repr§sent& la moyenne des valeuis des n des diff^ients consdtuants du 
m&laxige, Des m^thodes de syntfi^ apprqpri§es sont donnto dans les techniques 
g£n6rales de bzolo^e mol&nilaire et dans les exemples. 

Au sens de la pr6sente invention, le temie acide nud6ique comprend aussi 
10 Wen les addes d6saxyribonud6iques que les addes ribonud§iques, n peut s'agir de 
sfiquences d'origine naturelle ou artifidelle, et notamment d'ADN g^noniique, 
d'ADNc, d*ARNna, d'ARNt, d'ARNr, de sequences hybrides ou de sequences 
syp!dl^^^ ^miBexr^r^ih&iq^^Ces ^c^des ..nud6iquc^*;,p©uvmfeiStr&.:4!cn3 
humaine, animale, veg^tale, bact&ienne, vicale, etc. lis peuvent Stre obtenus par toute 
15 tedmique conniue de llionune du m6tier. et notamment par criblage de banques. par 
syn^^ diimique* ou encore par des m6thodes mixtes incluant la modi^cation 
diimique ou enzymatiqe de sequences obtenues par criblage de banques* lis peuvent 
par aiUetirs §tre incoipor6s dans des vectetiis, tels que des vecteurs plasmidiques. 

Concemant plus particuli&eraent les addes d^xyribonucteiques, lis peuvent 
20 gtre ^mple ou double bcin. Ces addes d6soxyribonucl6iques peuvent porter des g^es 
th§rapeutiques« des sequences rSguIatxices de la transcriptioru des s6quences antisens. 
des t&^ons de liaison § d*autres composants ceilulaires, etc. 

Au sens de l^nvention* on entend par gind th£rapeutique notamment tout 
gdne codant pour uneou des protSines (oup^tideou polypeptide) ayant une activity 

25 . phaimacologique. n peut s^gjr tfen^mes, diuxmones, de fiacteurs de crcissanoe, de 
lyniphokines; d'apdiipppxot&ies, etc. Par sequence antisens* on entend toute sequence 
capable, directement ou indiredement (apc^ transcription en ARN) de r§duire les 
niveaux d'ex{»ession d'une protfeine dfiarfee, voire de les supprimer CEP 140 308). Les 
antisens comprennent 6galement les s&juences codant pour des ribozymes, qui sont 

30 capables de d§truire sSIectivement des ARN cibles (EP 321 201). 

Concemant plus paiticuliSrement les addes ribonudfeiques (AW4), il peut 
s*agir d'ARN antisens, capables de bloquer au moins partiellement la traduction 
d*AR>fai dbles (ceilulaires. viraux, bact6riens, etc); ou igalement de ribozymes ou 
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d'acides nuc]6iques capables de se lier k un autre acide nud^ique par formation d'une 
triple h61ice. 

iv' Les compositions selon Tinvention peuvent 6tre utilises in vitro, ex vivo ou in 
viva In vitro/ elles peuvent penmettre de transferer k des Iign6es cellulaires des 
5 sequences d^acides nucl&ques dfisirtes, par exexnpto dans le btit d*e9cprimer une 
pn>t6ine recombinante ou tuie activity antisens, ou dans le but dinhiber une pfot£ine, 
par fixation de ladite prot^ine sur Tadde nudSique. Ex vivo, elles peuvent €tre utilisSs 
pour le transfeit th&apeutique dm adde nud^que dans une cellule issue dHin 
organisme, en vue de conf^rer k ladite cellule des propriSt6s nouvelles ou renfoccto, 
10 avant sa rfeadministration & un ocganisme. In vivo, dies peuvent §tre tttilises pour 
radministration directe d*adde nuclfeique. 

Un autre pbjet de Finyention i€side done dans IHitilisatLoa oligopeptide 
cationique capable de forniec des structures secondaires pour le transfett d'acides 
nuddiques dans les cellules. Comme indiqu6 plus haut, ce transf ect peut toe e^ectu6 

15 in vitro, ex vivo ou in viva 

Les compositions selon Tinvention peuvent pemiettre de transf&er des addes 
nud§iques dans des types varies de cellules. PSnSfferendellement, il s'agit de cellules 
animales, de preference humaxne. n peut s*agir notanunent de . cellules 
h§matopoi$tiques, endoth61iales, myoblastiques, eta Par aiUeurs, il petit s*agir ausd 

20 Uen de celltdes saines que de oeHules sS&ct&es par des dysfoncdonnements (tumeur, 
infection virale, etc). 

L^ivendon conceme 6gBlement un proc6d6 pour le tcansfert d^ui adde 
luid^ique dans une cdlule caract6ris6 en ce que Ton cultive ladite cellule en presence 
de l*adde nud^ique et d'tm oligopeptide cationique capable de former des structures 
25 secondaires. 

Par ailleuts, les complexes adde nucl^que-oligopeptide de la pr^seote 
invention permettent 6galement Fencapsulation des addes nud^ques dans des vecteurs 
de transfert avec des rendemems considtablement am§lioc§s. Potir diminuer les 
problSmes de stability et de p6n€tration dans les cellules, les addes nud6iques peuvent 
30 en effet 6t6 associfes k des transporteurs ou k des vecteurs de medicament approprife. 
L'encapsulation des addes nudfiques dans de tels vecteurs de transfert permet de les 
prot^ger des nucleases s6riques, de faciliter leur pfen§tration dans les cellules ou sc 
ttx>uv leur dble pharmacolo^que, et de ralentir leur elimination. Toutefois, la 
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difficultfe majeure limitant I-utilisation de ces vecteurs rtside dans les faibles 
rendemenis d'encapsulation des'acides nucl^tques.' La deiuanderesse a raaintenaiit " 
montr6 que les complexes adde nuclfique-oligopeptides de I'invention peuvent 6tre 
eiiapsulfa dans des vecteurs de transfert avec des rendements aev6s. Plus 
5 particulierement, les rendements d'encapsulation des complexes de Itaveotion dans des 
nanoparticules sent sup&ieuis & 50%. slots qu*as sont iaffaieurs k 1% avec des addes 
nuciaques ntis, ou avec d'autres oligopqrtides ae fcmnant pas de stnietute secondaires 
(Cfexemples), 

Un autre objet de I'invention r&ide done dans I'utilisation dHin oligopeptide 
lO" cationique capable de foimer des structures secondaires pour I'encapsutetion d'acides 
nucl^iques dans un vecteur de transfert 

L'invention a 6galenjeat pour objet les vecteurs de traasfett d'addes nudfeique 
comprenant une composition telle que dfifinie d-avant 

Parmi les diff&ents vecteurs de transfett on prSfftre utOiser dans le cadre de 
15 la prfesenie invwition des vecteurs biocompatibles, KodSgtadables, hydrophobes et de 
nature protfiique ou polymSrique. En particuKer. les vecteurs pr6f6r6s selon I'invention 
sont les liposomes. les nanoparticules ou les Hpoprotfines de faiMe densitS (LDL). 

Les Uposomes sont des vfeacules phospholi^ques comportant uae phase 
aqueuse interne dans laqueOe les addes nudfiques peuvent ©tre eacapsulfe. La 
20 synthase de Uposomes et leur utilisation pour te transfert tfaddes nudfiques est 
connue dans Fart antfaieur (WO91A)6309. W093n9752, WO9aa9730). L'utilisation 
de complexes selon I'invention permet d-amaiorer I'effi c aei t fe diencapsulation des 
addes nucl£tques dans les lipo50nie& 

Les nanoparticules sont des particules de- petite dimenaon, ggofralemeat 
25 inffaieute a 500 nm,capablesde transporter Ott de vectodser un princqw actif (tel 
qu-un adde nuclSque) dans les ceUules ou dans la drculatioa sanguine. La pr&ente 
invention perniet Sgalement d-amaiorer <!onsid6rablement les rendements 
d'encapsulation d'addes nud6iques dans des nanoparticules. PiK&entieUement. les 
nanoparticules selon I'invention sont constitutes par des polymSres comportant une 
30 majoritfe de motifs dfigradables tels que l-adde polylactique. gventueUement 
copolym6ris6 i du poly6thyl&xe glycol. D'autres polymfaes utilisables dans la 
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realisation de nanoparticules ont 6t6 dtoits dans Tart anterieur (voir par exemple 
EP 275 796; EP 520 889). 

^. Uinvention conceme done 6galement un procddS rfencapsulation tfacides 
nuciaques dans des vecteurs de transfert selon lequel on met en contact le vecteiir de 
5 transfeit ou les connposants le constituant, Tadde nud^iqud et tin oligopeptide 
cationique capable de former des stiuctures seoondaires. ou feventuellement tm 
complexe acide nudfique - oligopeptide dlji fomi, dans des conditions permettant 
Tencapsulfltion de radde nud^que dans ledit vecteur de transfert. puis on ricup^ le 
vecteur de transfert form6. Comme indiqu§ plus haut, le proc&16 sdon I'lnvention est 
10 prtf&entiellement appliqu6 potir la preparation de liposomes, de nanoparticules ou de 
lipoprotSines de faible densite. 

L'invention conceme €galement des compoations pharmaceutiques 
comprenant un adde nucI6ique thtopeutique et un oligopeptide cationique capable de 
fonner des structures secondaires, eventuellement cncapsul^s dans un vecteur de 
15 transfert 

La pr^sente invention sera plus compldtement dtoite i Taide des exemples 
* qui suivent. qui doivent etre consid6r& comme illustratifs et non limitatifs. 

Rvfimplft 1 ? Prfoafftfi'ftri de55 oHgoneptides 

Les trois oligopeptides suivants ont fetfe synthfetisfa : 

20 ■^m-fLeu d Tl 1 ^T Y?T^^^-^'"^t^«»>e>l^ (LKKD-H f. 

Get oligopeptide a €i& fiynth6tis6 sous fomie de sd d'adde tci£luoroac6tique au moyen 
dtosyn±6tiseurdep^desAppHedBiosystem431A^ (AppUed 
BiosystenO et sdon une strBt§gie F-MOC Aprte to sy^^ 
la ifeine par traitemeitt 90 minutes en prfesence rfune sohxtioa TFA/eau 95/5 (v/v). 

25 ix€dpit6 par addition d*ether tectiobutylm^Aylique, puis purifi§ par HPLC phase 
inverse sixr colonne CIS 100 A (Biorad BSLt U puret6 du peptide obtenu est 
sup&ieure i 95 % et sa solubility dans I'eau de 50 mgtaL D a tth montrfe que le 
polytfetrapeptide LKKU non structure dans Veau. adopte une conforaaation en hdice a 
en solution saUne. Cette conformation devrait amdiorer la stalttlit6 du complexe par 

30 formation de paires d'ions entre les charges positives des lyanes de ToHgopeptide et les 
phosphates ionis& i pH physiologique de radde nuddque. 
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1.2. >(H>.fLeucine-L v ffinfi-T^gi'ie-Lvsi»e^l^'fOH) QU (LKLK)] (^ 

Cet oligopeptide a synthfetis6 sous forme de sel d'adde irifluoroac6tique en suivant 
le protocole dtoit ci-dessus. La puretS du peptide obtenu est sup^rieure i 90% et sa 
sdubilitd dans Teau de 100 mgftrl. n a 6t6 montr^ que le polyt6trapeptide LKLK, non 
5 structure dans Teati, adopte une oonfonnation en feuiUets p en solution saline ou en 
ptisence d^eiddes nudfiiques, en raison de Finteraction entre pihospbates et 
groupements amines. Le long dHrn feuillet % la distance s6parant 2 charges positives 
est de 6,9 A, ce qui est compatible avec les 6,2 A separant 2 groupements phosphate 
d*un acide nucl6ique ample brin. Cette conformation devrait done amffiocer la stabxlit6 
10 du complexe, 

1.^. -fH>-rPm1tii^Lvfflrie-Lvs i'ne>Leuci'ne>j^fQH) QU fPKKDjfl. 

Ce peptide (foumi par A- Brack. Centre de Biophysique Mdtoilaire, Origans) n'est 
pas structure en solution saline et a 6t6 utilise comme controle. 

1.4. Polylyyngi 

15 La polylysine utilis6e est tfotigine ODmmerciale. Ce peptide n'est pas structure en 
solution saline et a et6 utilis6 comme controle* 

EirempTft 2 ! niidfeqiKW titffisfe 

^.1. Aei'des nud6iqu ftfi fttitisens anti-fas V8n2 

Des addes nuclfiques antisens anti ras ont 6t6 pr^>ar6s. Ces addes nudfeiques sont des 
20 digonud^otides de 12 et 13 r^dus, q?nthfetis6s par U sod6t6 Eurogentec 03d^que>. 
Ces oligonudtotides sont dirigfe contce une sequence de I'ARNm de tas mul6 au 
niveau du douzifane codon. Les addes nudfiques utilisfa sont fttnlisens (AS- VaO , son 
inverse (INV-Val : la s&juence est identique maisorientfie dans le seas inverse), aind 
que ranlisens de FARNm i«s normal (AS-Gly) et quHin adde nudfique tSmdn 
25 comportant 2 nuclfeotides non appatife au milieu de la sequence (AS-mut2). La 
sequences de ces acides nucl6iques est la suivante : 

3'-CGCGGCAGCCAC-5' (AS-Val12) 
3*- GCGGCAGCCACAC-5 • (AS-Val13) 
3 ' -CACCGACGGCGC- 5 ' ( INV-Val 1 2 ) 
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3 ' -CACACCGACGGCG-5 ' (INV-Val1 3) 

3'-CGCGGCCGCCAC-5* ** (AS-Gly12) ' ' 
3 ' -CGCCGGAGCCAC-5 * AS-mut21 2) 

2 g^Acide nuclfeintie fdfrp)15n 

5 Uadde nudSque (drrp)15D est compos6 de 16 tigmaidtnes, n est tforigine 
commeixnale (Pharmacia). 

Ryemplft 3 ; Rfiirtedr cnmnlexfltlon 

Cat example illizstre la formation de complexes entre les addes rrndfiques antisens 
dteits dans Texemple 2 et les oligopeptides dtoits dans rexenq>le 1, dans diff&entes 
10 conditions de force ionique et de concentration (toutes les concentrarioos ea addes 
nudfiques sont exprim6es en phosphate). H montre que des -tendements de 
complexation tr^ filevSs peuvent etre obtenus. t&noignant ainsi de la stability des 
complexes, 

3,1. Complfiyftt^nn en t flmpO^ phosphate 

15 ' Uadde nud^ique (10'^ M exprim^ en phosphate : Cphosphate - 12 X Cacide 
nudSique) ToUgopeptide (concentration variant entre 2.10-3, io-4 et 2.10-5 
exprimfees en charges positives) ont et6 mis en contact dans ua taxopoa phosphate 50 
mM pH 7.4. La solution a ensuite 6t6 centrifugfie, et rabsoibanc© (A) i 256 nm 
(maximum tfabsorpti<ai des addes nucteiques) dtocminfie dans le sutnageant Pour 

20 diaque valeur du rapport R (Nomhre de charges poStives de rdigppeplide / Nombre 
de charges negatives de Tadde nudMque) testte, la valeur A/AO est d&tetminfe 
permettant ddvaluer la fraction d^adde nudfique libco et. par dSfiE&ence, la fractiott 
complexfee. Pour un rapport R « 1. la concentration en oligppqrti^ 
est done de 10^ M 

25 Les r€sultats obtenus montrem que la fraction de oomplexe prSdpitaat AS- 
Vall3/LKKLio ou INV-VallS/LKKLio est de 85 % pour m rapport R 2. Pour un 
rapport R = 1. la fraction de complexe pr6dpitant AS-Vall3/UCUaO et INV- 
Vall3/LKLK10 est inf^rieure : 3p %. Ces risultats peuvent j^expUquer par une 
competition entre les phosphates du tampon et les phosphates de Vadde nuclSique 

30 pour la formation du complexe. Ces resuluts sont cependant supWeurs i ceux 
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■A .nntmie • 15 % de complexe INV-VallS/PKKLlO 
obtenus avec I'oligopeptide controle . 1W« v 

precipitant seulemenL 

/I ft-4 vn et I'olieopeptide (concentration vartiable) ont 6t6 mis ea 

^•-^^"f ^•^^^^J'^aTn^ La solution a ensuite ^ 

5 contact dans untmponT^HU^^^ 

rapport R = 1. ^^i-ve AS-Vall3/PKKL10. seulement 70 % des 

des oligopeptides selon rmvention est supfeieure. 

1,1, rnmplr-miTTTli^T'^^'^^" 

o AtArfinfetfeentemplacantletamponTds-Hapardereaa Les 

3,4. Co"^-^"^Q"S 

utilises, en solution ou aprte complexation. 
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15 



PKKL 



non stnicturfe. 



non structure 



non structure 



nonstructur^ | non structurfe. 



nnnnp'"^'"''"- 



Jss 



■ peoneZ rencapsulation cTadde nudfique dans des vecteurs de Wert avec des 
5 rendemenis tr&s filevfa. 

i»c,.t5l5s6es -I^nanopartiailesutilis6es dans cet 

masses molfeculaires moyennes (en kD) du PLA et du irtAj. J* r' . ^ 
10 <raddeL.lactique.I^2typesdenanopartia.es.mL^son^d«^ 

et du PIA50(30)-PEG(5). Ces copolymlres ^^ ^^ 
technique connue de l-homme du mfetier (voir par exemple EP 520 889) . 



^ P iyfn ^..,>An iiiinnrtif fin fi'i^l'" """1«°um : 



At* mites avec de la polynucleotide kinase du phage T4 
Les addes nud«ques ont 6t6 ttaites avec wsmv^j 

\ ^_*J1-H«ATP -#32? (Amersham) dans untanjpon kinase. ApresJU nun 

tBiolabs)enprfaencedATP.7^^.(An^^^^^^^^^^^ 
d'inc<&8tiona3rC.raddenudfa(r«»a«6s6p8t6derAirn«qramp»» 

surcok«meS6phadexG25 (QuidcSpin)etceatiifugation. 



20 



cet ex^ple d.crit Tencaps^ation de I'a^ ^^f ^ r^-^^^p^I 
nanoparticule de PLA50(30)-PEG(2) en presence ou en labsence d-oUgopep 

(LKKUio- 
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Le polymere utilise (PLA50(30)-PEG(2)) a 6t§ solubilis6 dans 1 nil rfac6tone i une 
concentration de 10 g/1. La diliJtion isotopique de I'adde nuclfique (concentration; 
finale 10-5 3 ajoutSe, puis roligopeptide ft une concentration telle que R 1). 
solution organique obtenue a ensuite versde goutte & goutte dans 5 ml d'une 
5 solution aqueuse (tampon Tris-HCl 50 mM, pH 7,4), sous agitation. Le polymke 
insoluble dans le melange eau/ac^tone prgc^ite sous forme de nanopaiticules, 
empnsonnant le complexe adde nudSique-clxgqpeptide. Uacfetone a ensuite 6th 
£liniin§e par Evaporation sous vide partiel» jusqu'd tm volume final de 2,5 xnL Eafin, la 
suspension nanoparticulaire a £t6 filtr§e i tzavers im fiitre Sartorius de porositS 
10 1 ,2 \m, qui tient lieu de crible de dispersion et d'trtjectabilitfe. 

Une experience controle a 6t6 effectuee dans les m§mes conditions, mais en Tabsence 
de I'oligop^tide (LKKL)io. 

Les r^ltats obtenus montrent que le rendement d'encapsulation de INV- Vall3 dans 
la nanoparticule est de 56 % en presence de Toligopqitide, et de 5 % seulement sans 
15 roligopeptide. 

Le rendement d'encapsulation correspond au pourcentage d'adde nucl^ique encapsulE' 
* dans les nanoparticules, par rapport i la quant£t6 totale d^adde nudeique pr6sente au 
depart 

20 Le rendement d'encapsulation de Tadde nud&que (dCI^)15T) (exemple 2.2.) dans une 
nanoparticule de FLA50 a £tudi6, en presence des oligopeptides cationiques 
suivants: 

- LKXLn H§Uce a : synih£tis6 en pbase homog&ie sous forme dHm melange 

de peptides de pdds moltodaire mpyen de 34900. 
25 - LKLKn Feuillet p : S7nlh6tis& en phase homog^ sous forme dHm melange 

de peptides de poids molEculaire mpyen de 7400. 
*PKKLn Pas de structure secondaire 

• Kn Pas de structure secondaire 

ou de sphingosine (lipide membranaire charg6 positivement). 
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15 



Pour cela. Tacide nuclfeique (d(Tp)15T) a 6t6 mSangS i roligopeptide en solution dans 
reau En ce qui conceme la -sphingosine. elle est solubilisde dans un" m61ange 
e.«/6thanol 50 % v/v. Les concentrations utilisfes sont indiqu6es dans le tableau qtd 
sdlt 100 ul tfune solution d'acide polylactique (PLA50) soluWliste dans lacfitone i 
concentration de 20 g/1 ont 6t6 ajoutfis au melange, ainsi que 300 jil d'ac6tone 
pure (concentration finale en PLA50 : 5 g/1). Aprts homogfaiSisation au vor^ le 
maange a 6t6 vers6 goutte 4 goutte dans une solution aqueuse de pluromc F68 i 
2^% (pM afin de pr&iprter le polymte sous forme dSine suspension c^idale 
n^opa^lire t^^lTu ^idit. a .t6 a^ 4 1^ I- 
nanoparticules (175 40 nn,) a it& nesurfi par diffusion quasi felasuque de la lunu^ 
sur un apparel BI 90 (Brookhaven Insirument Corporation). L'ac6tonfra ensmte 6t6 
4vapor6e sous vide pendant une heure. U suspension a ensuite ^ ^triej^^^ 
„fflSc« AP2bidia«tee:des jores :13 pm). prt.labIemerrtmodnS.vec la solutron 

depluromcF68a2^%. ^ , - 

Le Wndement d'encapsulation a ^ dfeterminfe et est report^ dans le tableau qm suit 




Ces r^ltats montr^tt clairement que les oHgopeptides de ^'-^^^^^'^ 
•^Lpsuler les addes mrclfiques avecdes rendements nettement -P^^^^ 
^ obten^ avec des oUgopeptides de I'art antirieur (polylysine) ou «e focmant pas de 

20 structures secondaires (PKKL). 
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Exemple 5 ? Tr^nsfert d'acide nucleiqae dans les ce?h>1fcs 

Get exemple illustre la capacity des composition de i'invention d transferer des acides 
nui^^iques dans les cellules. 

5.1> Celttites irti'lisfees : Les essais de transfert d'adde nuddique ddcrits dans cet 
5 exemple ont 6t6 effectu6s sur tme lign£e de cellules issue d*un cardnome vesical 
humain , ddsignte TZ4/EJ acoessible & TATCC. Les cellules out 6t§ cultiv6es dans vn 
milieu MEM-EAGLE ("minimum essential medium". Biological- Industries) 
suppl6ment6 en L-glutamine ((5 mM), streptomycine (50 u/rnl), p&iidlline (50 vt/ml), 
en presence de 7 % de sirum de veau foetal ddcompldmentS 30 min 1 60*C, 

10 5,2, Transfert des adde? ; nudeiques : Les cellules (1500 / puits) ont 6td ensemenc6es 
dans des mictoplaques de 96 puits» en absence ou en presence tfadde nud6ique, 
encapsuld ou non dans des nanoparticules, dans un volume total de 100 yl. Chaque 
point a effectu6 en triple. La concentration en adde nud^que utilis6e a €t6 ajustde 
par dilution dans de Teau ou par concentration par centrifugation Ihk 12000 rpm* 

15 Dans ce cas, la suspension est centrifugee, le culot pesfi puis le volume ajust& 

L'efficadte du transfert a €t% determinfie par mesuxe de Tinhibition de la proliferation 
cellulaize induite par Tadde nud6ique antisens, apr^ 72 ou 96 heures de culture i 
3TC en presence de 5 % de C02. Pour cda, 2 m6thodes ont 6t6 utilisto : 

- Tout d'abord, Tincorporation de thymidine triti6e» qui a ^ d§termin6e apr^ 
20 addition de 2 \iCi de 3H thymidine par puits. Apr^ 6 heures d*incubation k F^tuve* les 
plaques ont 6t6 levies su Skatron (Lier, NorvSge), TADN recudlli sur un filtre» et 
chaque rondelle du fOtre (conespondant i chaque puits de la plaque) plac6e dans du 
liquide d sdntHlation puis compt6e au compteur (LKB Wallac 1211 Minibeta)* Les 
rfisuhats correspondent A la mpyenne des valeurs obtenues dans chacun des 3 pii^ 
25 • Ensuite» la prolif dration oellulaire a 6t6 6valu6e par oomptage des cellules en 

odlule de Malassez. Pour cda, le sumageant a 6t6 £Iimtn6» les cellules txypsinis§es (10 
min i 37*C), puis additionn6es de milieu de culture avant d'etre compt6es. 

Les rfesultats obtenus sont les suivants : 



- AS-VaI12. nu, 3Q|iM 42 % rfinhiWtion 

30 - AS-VaH2;/LKK3VnanoparticuIe, 100 nM (exprimd en antisens) .50 % d*inhibition 
r nanbparticule blanche, raSme quantity de polym&ie < 5 % d'inhibition 
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. AS-VaI12/LKKL/nanopardcuJe, 5QPnM 95 % ^inhibition 

Ces r^suitats d^montrent clairement Tefficacitf des compositions de Tinvention pour le 
traijsfert d'acides nucl§iques. De plus, ils montrent que Tadde nuclfique transffirfe 
conserve ses proprifetfe fonctionneUes. dans le cas present, son activity d'antisens. 
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RRVRNDICATIQNS 

1. Composition comprenant un adde nucl^ique et iin oligopeptide cationique 
capable de former des structures secondaires. 

2. CoR^x^sition selon la revendicatioA 1 caract£ris6e en ce que I'oligopeptide 
5 est capable de former des helices a ou des f euillets ^ 

3. Compoation selon la revendication 2 catactfirisfie en ce que Toligopeptide 
r€pond 4 la fbonule (A^yAyA^n ou (AoAyAoAy)n dans laqudle Aq est un acide 
amin6 hydrophobe. Ay est \m adde aminfe hydrbjMe, et n est un nombre entier 
supferieur ou 6gal 4 4. 

10 4. Conq)osition selon la revendi^tion 3 caract&risSe en ce que Tadde amin6 

hydrophobe est chcnsi pfirmi la leudner la valine^ 

5. Con5>osition selon la revendication 3 caract&isee en ce que Tadde amin6 
hy drophile est choisi parxni la lysine* rarginine et l*histidme. 

6. Composition selon la revendication 3 caract6ris6e en ce que Toligopeptide 
15 est choisi parmi (LKKL)n, (UCUOn, <LRRL)n. 

7. Composition selon la revendication 6 caract&is6e en ce que n est compris 
entre 4 et 100, de pr6f£rence entre 10 et 50. 

8. Ccnnposition selon la revendication 1 caract£ris6e en oe que Tadde 
nud^ique est un adde d€soxycib(»iudfique. 

20 9. Composition selon la revendication 1 caractfiris6e en oe que Tadde 

midfiqae est un acide dbo mi clWqifft. 

10. Composition selon la revendication Sou 9 caract6ris6e en ce que Tadde 
nud&que est modifi6 diimiquement 

11. Composition selon la revendication 8 ou 9 caractdrisee en ce que Fadde 
25 nud^que est unantxsens. 

12* Composition selon la reyendication 8 caract&is6e en ce que Tadde 
nucl6ique comporte un gSne thtopeutique. 
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13. Composition selon Tune des revendications 8 & 12 caractlrisee en ce que 
]e rapport charges positives de Ibligopeptide / charges negatives de Tadde nucl6ique 
est ^gal ou sup6rieur k 1. 

14. Vecteur de transfert d'addes nucl6ique compienant une composition selon 
5 Tune des revendications pr6c6dentes. 

15. Vectetir de transf eit selon la revendication 14 carzct&ds^ ea ce qu*il s*agit 
dWerianoparticule^dWUposonieottdWeUpoprQt&iedeftible density , 

16. Proc6d6 d'encapsulation d'addes nucl6iques dans des vectetits de transfert 
caracterisS en ce que I'on met en contact le vecteur de transfert ou ces composants, 

10 Tadde mtd6ique et un oligopeptide cationique capable de former des structures 
secondaires, ou 6ventuellement un oomplexe adde nud^ique-oUgopeptide d^i form^. 
dans des conditions permettant rencapsulation de Tadde nudtique dans ledit vecteur 
de transfert puis on r§cupto le vecteur de transfert fomL 

17. Proc6d6 pour le transfert d*im adde nud^que dans tme ceUtxle caract€ns6 
15 en ce que Ton cultive ladite cellule en presence de Fadde nuddique et d\tn oligopeptide 

cationique capable de former des structures secondaires. 

18. Utilisation d*un oligopeptide cationique capable de former des structures 
secondaires pour le transfert d'addes nud^ques dans les cellules. 

19. Utilisation selon la revendication 18 pour le transfert in vitro, ex vivo ou 

20 inviva 

20. Composition pharmaceutique comprenant tm adde nucteique 
th&apeutiqud et un oligopeptide cationique capable de former des structures 

iv. . . secoiidaties,iventudlementencapsuI&sdaitsim vecteur de transfert * 
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